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1．はじめに
　強力な鎮痛薬であるmorphineは、　WHO方式3段
階がん疾痛治療ラダーが発表されて以来、我が国におい
てもがん疾痛治療薬としての使用が年々増加の一途をた
どっている。しかしながら、その主作用である鎮痛作用
に対して耐性が形成されること、ならびに精神および身
体依存が形成されることなどの懸念から、いまだ医師や
患者がmorphineの使用を躊躇するケースも少なくな
い。
　一般的に「耐性」という現象は、初回摂取時と同等の
薬効を得るために、段階的な用量の増加を必要とし、細
胞レベルにおいては持続的な薬物処置により受容体応答
が低下することから、「脱感作」とも呼ばれている。こ
のような現象を解明するために、動物や培養細胞などを
用いて、μ受容体作動薬の鎮痛作用に対する耐性モデル
が多数確立されてきた。しかしながら、μ受容体作動薬
の鎮痛耐性形成機構の詳細な機序は、いまだ明らかにさ
れていないのが現状である。
　このような背景の中、1994年に著者はmorphineの
鎮痛耐性時において、ラット橋／延髄部におけるprotein
kinase　C（PKC）活性が増大していることを初めて見
いだして以来、活性化PKCがオピオイド受容体の鎮
痛耐性形成や脱感作現象に深く関与している可能性を示
唆してきた2）。また著者は、PKCアイソフォームのう
ち神経特異的に発現しているPKCγが、中枢神経系の
疾痛発現に重要な領域において高濃度存在していること、
また、μ受容体作動薬慢性投与後の脊髄内においてその
発現量が増加することなどを見いだしており、PKCγ
が鎮痛耐性形成機構においてμ受容体機能を調節してい
る可能性を示唆している21。
　PKCやG－protein　coupled　receptor　kinase（GRK）
は、シナプスの可塑性を引き起こすセリン／スレォニン
キナーゼの一つとして知られており、活性化されると細
胞質内から細胞膜近傍へと移動し、μ受容体の細胞内領
域、特にC末端のセリンおよびスレオニン残基をリン
酸化することが明らかにされている3い）。μ受容体は、
PKCやGRKによりリン酸化されると、細胞内可溶化
タンパク質であるβ一アレスチンに対する親和性が高ま
り、このアレスチンとの結合によってGタンパク質と
の共役が阻害され、最終的には受容体の細胞内陥入およ
びそれに伴う細胞内情報伝達系の消失が引き起こされ
る3）・5）。現在では、これら一連の反応が、μ受容体を含
めたGタンパク質共役型受容体の作動薬による脱感作
の要因と考えられている。しかしながら、morphineは
反復投与することにより鎮痛耐性が形成されるにも関わ
らず、他のμ受容体作動薬とは異なり、μ受容体の細胞
内陥入は引き起こさないことが知られており6）・7｝、μ受
容体作動薬の鎮痛耐性形成機構は、想像以上に複雑なも
のであると推測される。
　一方、μ受容体に関する新たな知見も、近年の分子生
物学的手法の著しい進歩に伴い多数報告されている。特
に最近では、μ受容体遺伝子のスプライスバリアントに
よる各exon依存性μ受容体サブタイプの存在が示唆
されており、現在までのところ、μ受容体遺伝子には
10個以上のexonが同定され、スプライスバリアント
によるこれらの組み合わせの違いからMOR1、　MORl
A、MORIB、　MORIC、　MORID、　MORIEおよび
MORIFなどのμ受容体サブタイプが存在する可能性
が提唱されている8｝・9い゜）。一般的に、7回膜貫通型受容
体のC末端尾部のアミノ酸配列は非常に多様であり、
これらのスプライスバリアント由来μ受容体サブタイプ
も、主として細胞内のC末端領域に大きな違いが認め
られる。MOR1はμ受容体遺伝子のexon－1、－2、－3
および一4によりコードされているのに対し、MORIB
はexon－1、－2、－3および一5によりコードされ、　MOR1
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Fig．1　Schematic　illustration　of　a　novel　m　opioid　receptor
　　（MOR）subtype　derived仕oln　alternatively　spliced
　　variants　of　MOR　gene．　Several　splice　variants－
　　dependent　MOR　subtypes　that　are　different　in
　　length　and　amino　acid　composition　only　at　the　in－
　　tracellular　carboxyl　terminus　have　been　identified．
　　Among　the　isolated　variants，　MORI　that　has　exon
　　1，2，3and　4，　and　MORIB　that　contains　an　altema－
　　tively　spliced　exon　5　instead　of　the　original　exon　4，
　　retain　unique　biochemical　profiles．
よりC末端のアミノ酸が7個少ないμ受容体サブタ
イプであることが知られている（Fig．1）。
　さらに1998年には、KochらによりMORIBは細
胞内陥入／再感作反応の回転が非常に早く、MOR1と比
較して脱感作反応が起こりにくいという特徴を有してい
ることが報告された’D。これはMOR1のC末端領域
にはGRKのリン酸化部位が存在することが知られて
いるが、MOR1よりもMORIBのC末端が短く、こ
の部位が欠落していることに起因していると考えられて
いる。また、このC末端領域はμ受容体に対するPKC
の標的部位でもあり、μ受容体の細胞内陥入／再感作反
応にGRKだけでなくPKCも関与している可能性が
考えられる。しかしながら、現在にいたるまで、各スプ
ライスバリアント由来μ受容体サブタイプの生体内にお
ける生理機能については、ほとんど明らかにされていな
いo
　近年、μ受容体刺激がGタンパク質を介して、直接
phospholipase　C（PLC）を活性化することが明らかに
されており、活性化されたPLCはイノシトールリン
脂質代謝経路において、inositol　1，4，5－trisphosphate
（IP3）およびdiacylgrycerol（DAG）を産生し、それ
ぞれIP，感受性Ca2＋ストアーからのCa2＋遊離なら
びにPKCの活性化を引き起こすことが知られてい
る12）・13い4）。著者らはすでに、Gタンパク質によりPLC
アイソフォームの1つであるPLCβが活性化を受け、
その下流に位置するPKCとともにmorphine誘発鎮
痛効果の発現に重要な役割を担っている可能性を示唆し
ている14〕。一方、PLCγはPLCβと同様にIP、の産生
およびPKCの活性化を引き起こすことが知られてお
り、神経栄養因子受容体と会合するだけでなく、Gタ
ンパク質のβγサブユニットによっても調節されること
が明らかにされている。PLCγは、アミノ酸配列およ
び機能が非常に類似したPLCγ1およびPLCγ2の2
つのアイソフォームに大別されているが、両アイソフォー
ムの分布には明らかな相違が認められており、PLCγ1
は主に神経系に、またPLCγ2は主に免疫系に分布し
ている151。最近、PLCγ1の活性化機構には神経栄養因
子受容体やGβγサブユニットによる調節だけでなく、
phosphoinositide　3－kinase（PI3K）による調節が重要
な役割を果たしていることが報告されている16U7）。
PI3Kは、その一次構造、活性の調節機構ならびに基質
特異性から3つのグループに分類され、そのうちPI3
Kγは、pleckstrin　homology（PH）領域を有する触媒
サブユニットであるp110γおよびその調節サブユニッ
トであるp101より構築されており、Gタンパク質共
役型受容体刺激により解離したGβγサブユニットに
より活性化されることが示唆されている18〕。このように、
PI3Kγは、細胞膜におけるPI（4，5）P、を主な基質
として、PI（4，5）P2をPI（3，4，5）P3に変換し、　P
LCγ1の活性調節を介して、これらの下流に位置する
PKCを活性化すると考えられている。しかしながら、
PLCγ1およびその上流に位置するPI3Kγが、　mor－
phineの鎮痛効果発現においてどのような役割を担っ
ているかについては、現在まで全く検討されていない。
　一方、PKCの活性化機構ならびに活性化PKCによ
るオピオイド受容体のリン酸化、受容体の細胞内陥入に
関する研究は、主として培養細胞を用い、細胞レベルで
論議されてきたことからin　vivoとの相関性に欠ける
ことが問題視されている。これらの問題点を解決し、鎮
痛耐性形成の分子機構をより詳細に検討するためには、
近年確立された特定のmRNAおよびタンパク質の発
現を抑制できるアンチセンス核酸や、受容体または特定
酵素遺伝子欠損マウスの作製といった遺伝子工学的およ
び分子生物学的アプローチを駆使して、個体レベルで細
胞内情報伝達機構や各タンパク質の生理機能を解析する
ことが必要不可欠であると思われる。そこで本研究では、
morphineなどのμ受容体作動薬による鎮痛効果がほと
んど発現しないことが知られているCXBKマウスや、
μ受容体遺伝子のexon－1、－2、－3、－4および一5に対
する各々のアンチセンス核酸を使用して、スプライスバ
リアント由来μ受容体サブタイプの生理的役割について
検討した。また、morphine誘発鎮痛効果発現における
PI3K！PLCγ1経路の役割、さらにはPKCγ遺伝子欠
損マウスを用いて、μ受容体作動薬の鎮痛耐性形成機構
におけるPKCγの役割についても検討した。
2．μ受容体作動薬の薬理効果発現におけるスプライ
　スバリアント由来μ受容体サブタイプMORIお
　よびMORIBの役割
μ受容体遺伝子におけるexon－1、－2および一3は、
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現在までに同定されているサブタイプ全てに共通した領
域であることが報告されており、特にexon－1には転
写開始領域があるなど、スプライスバリアント由来μ受
容体サブタイプの発現に非常に重要な領域であることが
知られている8‘。実際、著者はμ受容体遺伝子exon－1
あるいはexon－2！3欠損マウスの橋／延髄領域において、
内因性μ受容体作動薬であるendomorphin－1および
一2のGタンパク質活性化作用が、完全に消失するこ
とを確認している、
　そこで本研究では、遺伝的にμ受容体作動薬の鎮痛効
果がほとんど認められないCXBKマウスの脳内におけ
る各スプライスバリアント由来μ受容体サブタイプの存
在について検討した。その結果、脳内におけるMORl
mRNAの発現量は、　C57BLマウスと比較してCXBK
マウスではやや減少傾向が見られるものの有意な差は
認められなかった。それに対し、脳内におけるMORIB
mRNAの発現量は、　C57BLマウスと比較してCXBK
マウスにおいては著明かつ有意に減少していた（Fig．2）。
　以．ヒのことから、CXBKマウスは、スプライスバリ
アント由来μ受容体サブタイプの一つであるMORIB
のノックダウンマウスである可能性が示唆された。そこ
で、上位中枢におけるfbntanylあるいはmorphine
｛A｝　　　［…］　匝亜亘］　［匡唖
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Fig．2（A）Agarose　gel　electrophoresis　of　RT－PCR－ampli丘ed
　　products　of　cDNA　to　MOR，　MORIB　and　β，・
　　microgloblin（β2－MG）丘om　whole　brain　of　CXBK　or
　　C57BL　mice．（B）Comparison　of　the　amplified
　　MORIB　cDNA　fbllowing　40　pcr　cycles　in　the　whole
　　bram　obtained　f士om　CXBK　and　C57BL　mice．　The
　　signal　intensity　of　each　band　was　quantl五ed　by
　　computer－assisted　densitometry　using　NIH　imaging
　　system．　Each　column　represents　the　mean±S．　E．
　　M．of　4　samples．＊P＜0．05　vs．　C57BL　mice．
誘発鎮痛効果について、CXBKマウスおよびC57BL
マウスを用いて比較検討を行ったところ、従来までの報
告通りC57BLマウスで認められるようなfbntanyl
およびmorphineの脳室内投与による鎮痛効果は、
CXBKマウスにおいてはほとんど認められなかった。
一方、fbntanylは消化管輸送能抑制効果をほとんど示
さず、さらにはCXBKマウスにおけるmorphine誘
発消化管輸送能抑制効果は、C57BLマウスとほぼ同程
度の抑制効果が観察された。これら一連の結果から、
MORIBはmorphineの消化管輸送能抑制効果におい
てはほとんど関与していない可能性が推察される。そこ
で、スプライスバリアント由来μ受容体サブタイプの発
現を選択的に抑制するために、MORIB　mRNAあるい
はMORI　mRNAの発現に関与するμ受容体遺伝子の
exon－5あるいはexon－4に対するアンチセンス核酸を
マウスの脳室内に投与し、fbntanylあるいはmor－
phine誘発鎮痛効果およびmorphine誘発消化管輸送
能抑制効果に対する各アンチセンス核酸の影響について
検討した。その結果、exon－5に対するアンチセンス核
酸の脳室内前処置により企ntanylあるいはmorphine
誘発鎮痛効果は有意に抑制されたのに対し、morphine
誘発消化管輸送能抑制効果は何ら影響を受けなかった。
さらに、exon－4に対するアンチセンス核酸の脳室内前
処置においては、morphineの脳室内投与により誘発さ
れる鎮痛効果ならびに消化管輸送能抑制効果は有意に抑
制されたのに対し、飴ntanyl誘発鎮痛効果は有意な影
響を受けなかった。以上の結果より、MORIBは
企ntanylを含めたμ受容体作動薬による鎮痛効果の発
現に、一方、MOR1はmorphineによる鎮痛効果およ
び消化管輸送能抑制効果の発現の両方に関与している可
能性が示唆され、また、fbntanylはMOR1よりも
MORIBにより選択的に作用するμ受容体作動薬であ
る可能性が推察された。
　このように、遺伝的背景のもとに確立されたCXBK
マウスや、μ受容体遺伝子の各exonに対するアンチ
センス核酸を脳室内投与することにより、一時的にμ受
容体サブタイプの発現を低下させたμ受容体サプタイプ
ノックダウンマウスは、動物実験においてスプライスバ
リアント由来μ受容体サブタイプの存在とその機能を研
究する上で非常に有用であると考えられる。また、
MORIBがμ受容体遺伝子のスプライシングで生じる
ことやCXBKマウスがMORIBノックダウンマウス
である可能性を考え合わせると、臨床におけるmor－
phineの鎮痛作用や副作用の度合いなどの個人差は、
このようなμ受容体遺伝子のスプライシングの相違に起
因している可能性が推察される。
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3．脳内μ受容体を介したPI3K・p110γノPLCγ1依
　存性鎮痛効果発現機構に関する検討
　Morphineの鎮痛効果発現におけるPI3Kの役割を
検討するために、まずオピオイド受容体作動薬に対する
感受性が非常に高い脳部位の1つである中脳水道周囲
灰白質（PAG）におけるμ受容体およびPI3Kγの局
在をWestern　blot法または免疫染色法に従って検討
した。その結果、PI3Kの免疫陽性細胞はPAG領域
に多数存在し、主に細胞膜に多く局在することが確認さ
れ、さらに、神経細胞および神経核のマーカーである
NeuNとPI3Kを二重染色すると、　NeuNを取り囲む
ようにPI3Kが存在していることが明らかとなった。
一方、μ受容体の免疫陽性細胞もPAGにおいて多数
認められ、このμ受容体免疫陽性細胞はPI3Kと多数
共存することが明らかとなった。このようにPAGに
おいて、　PI3Kが神経細胞の細胞膜上に存在し、μ受
容体と共存することが明らかになったことから、PI3K
はμ受容体と直接的な相互作用を示す可能性が示唆され
た。そこで、選択的PI3K阻害薬であるwortmannin
およびLY294002を用いて、　morphine誘発鎮痛効果
に対するPI3Kの関与について検討した。その結果、
wortmanninあるいはLY294002の脳室内前処置によ
り、morphineの皮下ならびに脳室内投与により誘発さ
れる鎮痛効果は用量依存的かつ有意に抑制された（Fig．
3－1）。また、選択的μ受容体作動薬であるDAMGOの
脳室内処置によって誘発される鎮痛効果の発現も、LY29
4002の前処置により用量依存的かつ有意に抑制された。
これらの結果より、上位中枢におけるμ受容体作動薬に
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Fig．3－1　Eflbcts　of　selective　PI3－K　inhibitors　wortmannin
　　　and　LY2940020n　the　antinociception　produced　by
　　　i．c．v．　i可ection　of　morphine．　Groups　of　mice　were
　　　pretreated　i．c．v．　with　vehicle（VEH），　wortmannin
　　　（0．2－2．3nmoUmouse）（A）and　LY294002（3．3－33
　　　11moVmouse）（B）30　min　or　10　min　be丑）re　mor－
　　　phine　injection，　respectively．　The　a皿tinociceptive
　　　assay　was　perfbrmed　at　30　m輌n　and　10　min　after
　　　the　s．c．　i可ection　of　morphine，　respectively
　　　Antinociception　was　evaluated　by　hot－plate
　　　method　and　expressed　as　a　percentage　of　maxi－
　　　mum　analgesic　ef丘ct（％Antinociception）．　Each
　　　column　represents　the皿ean±S、　E．　M．　of　8－10
　　　mice．＊P＜0．05，＊＊P＜0．01　and＊＊＊P＜0．001　vs．　VEH－
　　　pretreated　group．
より誘発される鎮痛効果の発現には、脳内のPI3Kを
介した経路が重要な役割を果たしている可能性が示唆さ
れた。
　次に、μ受容体とPLCγ1の相互作用を検討するた
めに、活性化されると細胞膜へ移行するPLCγ1の性
質に着目し、morphine処置後の膜結合型PLCγ1タ
ンパクレベルの変化をWestern　blot法に従って定量
した。その結果、PAG領域では、　saline処置群におい
ても膜結合型PLCγ1の免疫活性が確認されたが、
morphineを処置することによりsaline処置群よりも
膜結合型PLCγ1タンパクレベルの著明な増加が認め
られた。さらに、morphine処置後のPAG領域にお
けるPLCγ1の細胞膜移行を免疫染色法に従い検討し
たところ、morphine処置群ではsaline処置群と比較
して、細胞膜上に移行したPLCγ1の免疫活性が強く
認められた。
　一般的に、PLCγ1などが有するSH2ドメインお
よびPHドメインといった機能ドメインは、細胞膜移
行を誘導する起因分子として考えられている19｝・2°）。ま
たPLCγ1の活性化に最も重要とされる783位のチ
ロシン残基のリン酸化が、細胞膜移行に必要不可欠であ
ると言われている21｝。そこで、morphine処置による
PAG領域でのリン酸化PLCγ1（p－PLCγ1）の変化
を免疫染色法に従い検討した結果、saline処置群と比
較してmorphine処置群では、　p－PLCγ1の免疫陽性
細胞が多数観察された。さらに、PAG領域においてp－
PLCγ1とμ受容体との二重染色を行なったところ、　p－
PLCγ1とμ受容体は高率で共存していることが明らか
になった。以上の結果から、PAGにおいてμ受容体刺
激により直接的にPLCγ1が活性化されることが推察
され、morphineの鎮痛作用発現におけるPLCγ1の
重要性が示唆された。そこで、PLCγ1のアンチセン
ス核酸およびミスセンス核酸を脳室内前処置し、mor－
phineおよびDAMGO誘発鎮痛効果に対する影響を
検討した。その結果、PLCγ1のアンチセンス核酸を
脳室内前処置することにより、morphineおよび
DAMGOにより誘発される鎮痛効果はそれぞれ有意に
抑制された。このようなi 　vivoレベルでmorphine
によるPLCγ1の活性化を確認した報告は過去に例が
なく、本研究によりμ受容体作動薬による鎮痛効果発現
機構に、PLCγ1を介した新たな細胞内情報伝達経路
の存在を明らかにしたことは大変意義深い。また、この
PLCγ1の活性化には、その上流に位置するPI3Kが
一部関与していることから、PAG領域におけるp－PL
Cγ1とPI3Kとの共存を免疫染色法に従って検討し
た。その結果、PAGにおいてp－PLCγ1とPI3Kの
免疫陽性細胞は多数共存しているのが認められ、前述し
たmorphineによるPLCγ1の細胞膜移行は、
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morphineの鎮痛作用を抑制する用量のLY294002の
脳室内前処置によって有意に抑制された（Fig．3－2）。
　これら一連の結果から、PAG領域においてはmor－
phineがPI3Kを介してPLCγ1を活性化し、膜へ
の移行を誘導することにより鎮痛効果を発現している可
能性が示唆された。
　一方、培養細胞を用いた実験では、オピオイド受容体
刺激によりPLCを介したIP，感受性Ca2＋ストアー
からのCa2＋の動員が増加すること、また動物実験にお
いては、オピオイド受容体刺激によるIP、依存的細胞
内Ca2＋濃度の上昇と、鎮痛効果発現との間に正の相関
性があることも示唆されている22）・23）・24｝。本研究におい
ても、IP，阻害薬であるxestospongin　Cの脳室内前
処置により、morphine誘発鎮痛効果の発現が有意に抑
制されることを確認している。さらに、type　I　IP、受
容体遺伝子が約50％欠損しているヘテロノックアウト
マウスを用い、Inorphine誘発鎮痛効果におけるIP，
の関与をより直接的に検討したところ、野生型マウスと
比べ、type　I　IP、受容体ヘテロノックアウトマウスで
は、morphineの鎮痛効果が有意に減弱した。これらの
結果より、上位中枢のμ受容体を介した鎮痛効果の発現
には、PLCγ1の活性化により産生されるIP3が一部
関与している可能性が示唆された。一方、培養細胞レベ
㈹ ［＝：＝コ［≡i三コ［三三コ
　　　Saline／Saline　　　　　Saline／Morphine　　　LY294002！Morp㎞ine
（B）　　　　1鉛
oo??????
???」???﹈??
Sallne（i．c．v．） 　LY2蝿X〕2
（33nmoVmouse，1．c．v．｝
Saline（s．c．）　　　Morphine（5，0　mガkg，　s．c．）
Fig．3－2　Changes　in　levels　of　membrane－bound　PLCγ1
　　　isofbrm　fbllowing　s．c．　morphine　treatment　by　pre－
　　　treatment　with　a　PI3－K　inhibitor　LY294002．（A）
　　　Representative　Westem　blot　of　PLCγ1protein　in
　　　the　mouse　whole　brain．（B）Changes　in　the　pro－
　　　tein　level　of　PLCγ1in　the　whole　brain　obtained
　　　仕om　morphine－treated　mice．　Group　of　mice　were
　　　pretreated　i．c．v．　with　saline　or　I．Y294002　（33
　　　nmoVmouse）10　min　befbre　morphine（5．O　mg／kg，
　　　s・c・）i可ection　and　membrane　preparation　was　per－
　　　fbrmed　at　30　min　after　s．c．　i可ection　of　morphine．
　　　Each　column　represents　the　mean±S．E．M．　of　3－
　　　6samples．＊＊＊P＜0．001　vs．　saline＋saline，＃耕p＜
　　　0．001vs．　saline＋morphine．
ルの実験においては、PLCγ1はGタンパク質のβγ
サブユニットにより直接的に活性調節を受けることが明
らかにされている16）。実際に著者らも、morphine誘発
鎮痛効果の発現が、Gβγサブユニットの特異的抗体の
前処置により有意に抑制されることを見出している。こ
れらのことから、PLCγ1はPI3Kだけでなく、μ受
容体刺激により解離したGβγサブユニットによって
も直接的な活性調節を受け、μ受容体作動薬による鎮痛
効果の発現に寄与しているものと考えられる。
4．PKCγ欠損マウスを用いたμ受容体作動薬の鎮痛
　耐性形成機構に関する行動学的および分子生物学
　的検討
　現在までに著者は、PKCを選択的に阻害することに
よりオピオイド作動薬による鎮痛作用が増強されること
や、オピオイド鎮痛耐性がほぼ完全に消失すること、さ
らにはPKC活性化薬によりオピオイド受容体とGタ
ンパク質との脱共役が促進されることを見い出している。
一方、Uedaらの研究グループは、アフリカツメガエル
卵母細胞と電気生理学的検出法を用いた実験で、δ受
容体の脱感作には、G、。－PLC経路の活性化に続く、
PKCの活性化が重要な役割を担っていることを明らか
にしている25）。これらのことから、活性化PKCはオピ
オイド受容体のリン酸化およびGタンパク質との脱共
役といった一連の脱感作現象を制御している最も重要な
因子であると考えられる。一般的に、PKCはDAGな
どの脂質由来のセカンドメッセンジャーによって活性化
されると、細胞質から細胞膜近傍へ移行することが知ら
れている。著者は、オピオイドの鎮痛耐性形成機構に
PKCが深く関わっていることを見出して以来、　PKC
アイソフォームの変化などについて精力的に研究してき
ており、μ受容体作動薬の脊髄内慢性投与により、PK
Cγアイソフォームが細胞膜分画において特異的かつ著
明に増加することを確認している。そこで本研究では、
PKCγ遺伝子欠損マウスを用いて、μ受容体作動薬に
よるμ受容体の機能変化を検討したところ、μ受容体作
動薬の脊髄内投与による鎮痛効力は野生型マウスと比べ
有意に強く、さらに脊髄組織でのμ受容体作動薬による
Gタンパク質活性化作用も、野生型マウスと比べ著明
に充進していた（Fig．4－1）。
　そこでこれらの結果が、μ受容体数の増加あるいは機
能充進のどちらによるものかを検討するために、μ受容
体mRNAの発現量ならびに受容体数をPKCγ遺伝子
欠損マウスおよびその野生型マウスの脊髄組織を用いて
比較した。その結果、μ受容体のmRNAレベルには
全く差が認められなかったにも関わらず、細胞膜上のμ
受容体数は、PKCγ遺伝子欠損マウスにおいて有意に
増加していた。これらのことより、PKCγはμ受容体
19
Proc．　Hoshi　Univ，　No．45，2003
＝O
＝???????
150
100
50
o
口Wild－type
? ■PKCY・KO
?
■
?
0．1 1 1① 0．1 1 10
DAMGO Morphine
（μM）
Fig．4－1　Eflbcts　ofμ一〇pioid　receptor　agonists　DAMGO　and
　　　morphine　on［35SI　GTPγSbinding　to　spinal　cord
　　　membranes　of　wild　type　and　PKCγ一㎞ockout（P
　　　KCγ一KO）mice．　Membranes　were　incubated　with
　　　［35S］GTPγS（50　pM）and　GDP（30μM）with　and
　　　withou七dif琵rent　concentrations　of　each　μ一〇pioid
　　　receptor　agonist．　The　data　are　shown　as　the　per－
　　　centage　of　basal［35　S】GTPγS（50　pM）binding
　　　measured　in　the　presence　of　GDP（30μM）and
　　　absence　of　agonist，　and　indicate　the　mean　±
　　　S．EM．丘om　at　least　three　independent　experi－
　　　ments．＊P＜0．05　vs．　wild　type　mice．
の発現そのものには影響を与えないものの、受容体のリ
ン酸化により引き起こされる細胞内陥入／再感作反応に
深く関与している可能性が示唆された。さらに、μ受容
体作動薬の脊髄内慢性投与によるμ受容体の機能変化を
比較したところ、野生型マウスにおいてはμ受容体作動
薬の脊髄内慢性投与によって、μ受容体作動薬の鎮痛効
果の減弱（鎮痛耐性）ならびにGタンパク質活性化作
用の著明な低下（脱感作反応）が認められたが、PKC
γ遺伝子欠損マウスにおいては、これらの作用の減弱は
野生型マウスと比較して非常に軽度なものであった
（Fig．4－2）。
　これらの結果より、μ受容体作動薬の慢性投与による
μ受容体の機能低下に、少なくとも一部PKCγの活性
化が関与していることが明らかとなった。
　一方、μ受容体刺激により解離したGタンパク質の
βγサブユニットは、膜リン脂質とともにGRKファ
ミリーの一つであるGRK2の分子内PHドメインに
結合し、細胞膜近傍へGRK2を移動させ、μ受容体の
リン酸化を促進するものと考えられている3）’5｝・26｝。さら
に、GRK2はPKCのよい基質であり、　PKCによる
GRI（2のリン酸化は、　GRK2の活性化を促進すること
が明らかにされている3｝。これらの事実からも、GRK2
によるオピオイド耐性形成にはPKC活性の変化が関
与している可能性が推察される。このように、活性型
PKCは、オピオイドの鎮痛耐性形成機構において、受
容体を直接リン酸化する同種型脱感作に関与するばかり
〔A）　100
　80
…・・
…。
　20
0」　　　　　　　∫　　　　　　　10
DAMGOco㎜皿ぬ‘‘on（μM｝
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制
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Fig．4－2（A）Ef飽ct　of　repeated　i．t．－injection　of　DAMGO　on
　　　the　DAMGO－induced　increase　in　l35　SI　GTPγS
　　　binding　to　spinal　cord　Inembranes丘om　wild　type
　　　mice．（B）No　development　of　the　m－opioid　receptor－
　　　mediated　down・regulation　by　repeated　DAMGO
　　　injection　in　mice　lacking　PKCγisofbrm．　Groups
　　　of　wild　type　or　PKCg㎞ockout　mice　were　injected
　　　i．t．　with　saline　（5μ〃mouse）or　DAMGO　（50
　　　ng！mouse）once　a　day　fbr　7　days．　Twenty一貴）ur－hr
　　　after　the　last　injection，　spinal　cord　membranes
　　　were　prepared　fbr　each　assay．　The　assay　was　con．
　　　ducted　with　or　without　DAMGO（0．1　to　10μM）．
　　　Each　data　represents　the　mean±S．E．M．量）r　ll
　　　independent　samples．（A）　＊P＜0．05　vs．　saline－
　　　treated　group．　F－values　of　the　one－way　ANOVA　in
　　　O．1，1and　10μMDAMGO　is　F（1，20）＝5．954，　F
　　　（1，20）＝10．640　and　F（1，20）＝8．244，　respectively．
でなく、GRK活性の調節、あるいは受容体と関連する
G蛋白質や効果器さらにはイオンチャンネルをリン酸
化することによってそれらの機能を制御する、いわゆる
異種型脱感作をも伴ったnegative　fbedback機構のメ
インコントローラーとしての役割を果たしている可能性
が想定される。
5．まとめ
　最近の報告より、合成ペプチドで選択的μ受容体作動
薬であるDAMGOや内因性μ受容体作動薬であるen
domorphin、さらには合成アルカロイドである
etrophinを慢性処置すると、μ受容体の著明な細胞内
陥入が観察されることが画像解析によって立証されてい
る。しかしながら、同条件下でmorphineを慢性処置
しても、μ受容体の脱感作は引き起こされるものの、受
容体の細胞内陥入は認められず、細胞膜上に存在するμ
受容体量にも変化が認められない。そのため、オピオイ
ド受容体作動薬による受容体脱感作／耐性形成機構は、
セリン／スレオニンキナーゼによる受容体細胞内領域の
リン酸化や、それに伴うGタンパク質との脱共役、受
容体の細胞内陥入といった反応に加え、リン酸化受容体
の脱リン酸化や分解、さらには新規受容体の産生といっ
た生体内における複雑な反応過程の総和として生じるこ
とが想定されている。したがって、morphineによる耐
性や脱感作機構は、他のμ受容体作動薬の慢性処置によっ
て引き起こされる一連のll受容体リン酸化・細胞内陥入“
一20一
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という流れのみでは説明することができないことが推察
される。現段階では、morphineとmorphine以外の
μ受容体作動薬による受容体脱感作／耐性形成機構にお
ける具体的な相違点に関しては明確になっておらず、詳
細については不明のままである。そのため推測の域を脱
しないが、本研究の結果より、少なくともmorphine
とそれ以外のμ受容体作動薬が、異なったスプライスバ
リアント由来のμ受容体サブタイプに作用するために、
受容体脱感作／耐性現象に相違が生じるのではないかと
いう可能性が考えられる。実際に、本研究において、
morphineはMORIBおよびMOR1を介して著明な
鎮痛効果ならびに消化管輸送能抑制効果を発現するのに
対し、fbntanylは主としてMORIBに作用し強力な
鎮痛効果を発現することが明らかとなった。さらに、
fbntanylはMOR1にはほとんど作用しないため、
MOR1が優位に関与していると考えられる消化管輸送
能抑制効果が観察されなかったものと思われる。また、
Gタンパク質共役型受容体のC末端領域にはシステイ
ン残基が存在しており、これが細胞膜の内側から受容体
をつなぎとめている可能性や27）’28）・29｝、MOR1が有する
GRKのリン酸化部位である394位のスレオニン残基
をMORIBが有していないため、　MORIBの細胞内陥
入／再感作反応の回転が非常に早く、脱感作反応が引き
起こされにくいことが想定される8）’3°）。さらに、PKC
によるμ受容体の標的部位が、このC末端領域に存在
することもあわせて考えると、スプライスバリアント由
来μ受容体サブタイプに対する各μ受容体作動薬の反応
性の違いが、μ受容体の脱感作および耐性形成機構に大
きな影響を及ぼす可能性が想定される。また、PI3K、
PLCおよびPKCには、それぞれ複数のアイソフォー
ムが存在することも知られているため、一連のμ受容体
脱感作！耐性形成機構において、各μ受容体サブタイプ
の下流に位置するPI3K－PLC－PKC経路によるnega－
tive　fbedback機構自体に相違がある可能性も否定でき
ない。しかしながら、これらの立証には、今後さらなる
分子生物学的および行動薬理学的な検討が必要である。
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Molecular　mechanism　of　morphine－induced　antinociception　and　its
　　　tolerance：research負）r　new　Inolecular　targets　fbr　morphine
Minoru　NARITA
Department　of　Toxicology，　Hoshi　University
　Agrowing　body　of　recent　evidence　suggests　that　alternative　splicing　with　exon　results　in　several　spliced　va亘ants　fbr
the　clolledμ一〇pioid　receptor（MOR）．　Furthermore，　recent　works　have　documented　that　the　stimulation　of　MOR　can　acti－
vate　phosphoinositide－specific　phospholipase　C（PI－PLC）．　It　is　of　interest　to　note　that　PLCγ1，0ne　of　the　PLC　isofbrm，
is　activated　by　phosphoinositide　3－kinase（PI3K）acting　in　concert　with　a　receptor　or　non－receptor　protein　tyrosine　kinase．
The　present　study　was　designed　to　investigate　mechanisms　underlying　the　expression　of　MOR－mediated　antinociception
and　the　development　of　antinociceptive　tolerance　to　morphine　in　mice　using　antisense　approaches　and　target　gene　deleted
tequniques．　Conclusively，　the　present　study　provides　evidence　that　MORIB，　an　e丘bctive　MOR　isofbrm　derived　fをoln　splice
varian七〇f　MOR　gene，　may　be　dominantly　involved　in　the　antinociception　induced　by　MOR　agonist，　and　PI3K／PLCγ1－
mediated　PKC　pathway　activated　by　MOR　agonist　may，　at　least　in　part，　contribute　to　the　desensitization　of　MOR－
mediated　G・protein　activation　and　the　development　of　tolerance　to　MOR－stimulated　antinociception　in　Inice．
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